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红豆 杉 细 胞 培养 的 研究 * 
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摘要 从 红豆 杉 (Taxus chinensis (Pilg.) Rehd.) 的 嫩 茎 及 针 叶 诱导 出 愈 伤 组 织 ， 对 愈 伤 组 织 培养 及 
细胞 悬浮 培养 进行 了 研究 。 利 用 HPLC 方法 测定 了 它们 合成 紫杉醇 的 能 力 。 发 现 了 能 够 提高 培 
养 细胞 生长 速率 及 紫杉醇 含量 的 一 些 因子 。 红豆 杉 愈 伤 组 织 及 悬浮 培养 细胞 的 生长 速率 已 分 别 达 
到 0.25g/L.d 和 0.28 g/L.d。 而 他 们 的 紫杉醇 含量 分 别 是 0.0026% 和 0.012%。 
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STUDY ON CELL CULTURE IN TAXUS CHINENSIS 


GAN Fan-Yuan, ZHENG Guang-Zhi, PENG Li-Ping 
(Kunming Institute of Botany, Chinese Academy of Sciences, Kunming 650204) 


Abstract Calli were induced from young stem and needle of Taxus chinensis (Pilg.) Rehd. Some 
basic respects of calli culture and cell suspension culture were investigated. Their capability of syn- 
thesis taxol were analyzed by HPLC method. Some factors of increasing the growth rate and taxol 
yield of cultured cells were tested. The growth rate of calli and suspension culture cells from Taxus 
chinensis were 0.25 g/L.d and 0.28 g/L.d (based on the cell dry weight) respectively, and their 
taxol content were 0.0026% and 0.012% respectively. 
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利用 组 织 和 细胞 培养 方法 替代 砍伐 天 然 红豆 杉 树 皮 来 提取 具有 强 抗 癌 活 性 化 合 物 紫 杉 醇 (taxol)， 已 成 
为 近 几 年 来 红豆 杉 研究 的 一 个 重要 课题 之 一 。 在 这 方面 亦 已 取得 了 很 大 进展 ( 甘 烦 远 等 , 1994; Fett-Neto 
等 , 1994; Wickremesinhe 等 , 1993)。 在 红豆 杉 属 的 11 个 种 中 ， 对 短 叶 红豆 杉 ( 又 称 太平 洋 紫 杉 , Pacific 
yew) 《Taxus breyifolia)、 东 北 红 豆 杉 (又 称 日 本 紫 杉 , Japanese yew) (Taxus cuspidata) 等 种 的 细胞 培 
养 研 究 较为 深入 ， 培 养 细胞 中 紫杉醇 的 含量 最 高 已 达 0.05%， 培 养 规 模 亦 在 中 试 水 平 以 上 (Ghristen 等 
1991，Fett-Neto 等 , 1993)。 在 我 国 ， 近 些 年 来 亦 有 不 少 实验 室 在 红豆 杉 细胞 培养 方面 取得 了 较 好 的 成 
绩 ， 但 文献 报道 的 很 少 ( 郑 光 植 等 , 1993; 高 山林 等 , 1994)。 

红豆 杉 (Taxus chinensis) 主 要 分 布 于 我 国 南方 地 区 ， 是 分 布 于 我 国 的 主要 种 之 一 ， 其 树 皮 中 紫杉醇 含 
量 极 低 ( 罗 士 德 等 , 1994; Xu 等 , 1991)。 本 文 为 了 探讨 利用 红豆 杉 细胞 培养 方法 来 生产 紫杉醇 ， 以 最 终 取 代 
从 天 然 来 提取 的 可 能 性 ， 对 红豆 杉 进 行 了 愈 伤 组 织 的 诱导 、 培养 及 细胞 悬浮 培养 的 一 些 
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研究 ， 取 得 了 一 些 进展 ， 现 报告 如 下 。 





材料 与 方法 


愈 伤 组 织 诱导 

供 试 植物 材料 红豆 杉 (Taxus chinensis) 取 自 本 所 植物 园 。 取 红豆 杉 的 嫩 枝 条 〈( 当 年 生 ) 及 针 叶 片 ， 
清水 洗 干 净 后 ， 滤 纸 压 干 ， 用 0.2% 升 汞 减 压 消毒 10 min， 于 超 净 工作 台 上 将 材料 前 成 长 约 1.0~ 1.5 cm 
的 切 段 ， 无 菌 条 件 下 接种 到 已 预先 高 温 高 压 灭 菌 的 培养 基 上 ， 人 常规 方法 进行 愈 伤 组 织 诱导 。 诱 导 培 养 基 为 
MS, B5 和 6，7-V 等 3 种 固体 培养 基 ， 并 附加 不 同 的 植物 激素 或 其 组 合 。 培 养 基 的 琼脂 粉 含量 为 0.6%， 
pH5.8 左右 ， 于 黑暗 中 培养 ， 培 养 温度 为 25+2C。 

愈 伤 组 织 培养 及 细胞 悬浮 培养 

分 离 诱导 出 的 愈 伤 组 织 ， 培 养 于 B5 基本 培养 基 上 ， 同 时 进行 不 同 培养 基 及 不 同 植物 激素 的 筛选 试 

。 傅 伤 组 织 接 种 于 含 20 mL 固体 培养 基 的 50 mL 三 角 瓶 中 ， 每 个 三 角 瓶 接种 量 约 为 50 mg 〈 干 重 ) 左 
的 上 培养 基 与 愈 伤 组 织 的 相同 ， 但 去 掉 琼 脂 。 每 250 mL 三 
角 瓶 分 装 60 mL 左右 的 液体 培养 液 ， 每 个 三 角 瓶 接种 量 约 150 mg( 干 重 )。 氮 床 转速 120 +/ min， 其 他 
培养 条 件 同上 。 

有 效 成 分 含量 测定 

收集 冰冻 干燥 的 愈 伤 组 织 ， 甲 醇 提 取 ， 提 取 液 燕 干 ， 少 量 水 溶解 ， 二 和 气 甲 烷 蔡 取 ， 茶 取 液 蒸 十， 乙醚 
提取 ， 收 集 乙 醚 不 溶 物 ， 用 二 和 氛 甲 烷 溶 解 ， 定 溶 后 进行 HPLC 分 析 ，HPLC 分 析 条 件 : 岛 津 
LC-3A HPLC 色谱 仪 ，Spherisorb C6H5 (10 ym, 4 x250 mm) 分 析 柱 (中 科 院 大 连 物化 所 )， 检 测 波长 228 
nm。 以 甲醇 ， 乙 膊 ， 水 (2，3: 8)》 为 流动 相 。 另 外 ， 对 分 离 纯化 到 的 紫杉醇 进行 了 各 种 理化 常数 及 光谱 
的 鉴定 ， 其 数据 与 文献 报道 的 从 天 然 植物 中 分 离 到 的 紫杉醇 相同 ( 陈 未 名 等 , 1991; Wani 等 , 1971)。 光 谱 分 
析 将 另 文 发 表 。 

实验 参数 

培养 细胞 的 生长 速率 以 每 天 每 升 培养 基 增 加 的 细胞 于 重 克 数 表示 (g /L.d)， 紫 杉 醇 的 含量 以 百分率 表 
示 。 实 验 结果 至 少 3 次 重复 ， 结 灯 取 其 平均 值 。 


结 来 

愈 伤 组 织 诱导 

不 同 的 培养 基 对 红豆 杉 的 嫩 枝 条 外 植 体 的 愈 伤 组 织 诱 导 有 不 同 的 效果 ， 在 所 试验 的 B5, MS 和 6， 
7-V 等 3 种 培养 基 中 ， 以 MS 培养 基 为 佳 。 在 MS 培养 基 上 ， 试 验 了 不 同 的 植物 激素 种 类 及 其 组 合 (包括 
不 同 浓度 的 2.4-D, NAA,IBA,IAA,KT 和 BA)》 对 红豆 杉 嫩 枝条 愈 伤 组 织 诱导 的 影响 ， 结 果 发 现 ， 在 不 
同 的 植物 激素 中 ， 添 加 2，4-D 或 含 2，4-D 的 激素 组 合 ， 对 诱导 嫩 枝 条 形成 愈 伤 组 织 效果 较 好 。 在 MS 
培养 基 中 附加 1.0 mg/L NAA+1.0mg/L 2.4-D+0.1mg/L KT 的 植物 激素 ， 红 豆 杉 嫩 枝 条 的 愈 伤 组 
织 诱导 率 达到 100%， 针 叶 的 诱导 率 亦 达 到 84%。 外 植 体 接种 大 约 3 周 左右 ， 开 始 形成 愈 伤 组 织 ， 由 红 
豆 杉 嫩 枝 条 诱导 出 的 愈 伤 组 织 颜色 较 浅 ， 为 灰白 色 或 浅 棕色 ， 亦 较 分 散 ， 生 长 较 好 ; 而 由 针 时 诱导 出 的 愈 
伤 组 织 ， 颜 色 较 深 ， 多 为 棕色 ， 成 团 ， 较 硬 ， 生 长 较 差 。 红 豆 杉 的 嫩 茎 外 植 体 在 进行 愈 伤 组 织 诱 导 时 ， 会 
向 培养 基 分 洲 棕 红色 的 色素 ， 但 并 未 影响 其 诱导 率 。 

此 外 ， 试 验 还 发 现 ， 在 培养 基 中 添加 10% 的 椰子 汁 CM)， 可 提高 外 植 体 愈 伤 组 织 的 生长 势 和 诱导 
未 。 在 黑 早 培养 条件 下 的 愈 伤 组 织 请 导 率 要 比 在 光照 约 1000 Ix，8 b/d) 培养 条 件 下 的 高。 
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愈 伤 组 织 培养 及 驯化 

虽然 在 MS 培养 基 上 红豆 杉 的 愈 伤 组 织 诱导 率 较 高 ， 但 在 该 培养 基 上 ， 愈 伤 组 织 的 生长 却 较 差 。 不 
同 的 培养 基 及 不 同 的 植物 激素 配 比 对 红豆 杉 愈 伤 组 织 的 生长 影响 很 大 。 试 验 结果 表明 ， 在 B5 培养 基 附 加 
2.0mg /AL 2,4-D+0.1 mg AL KT 激 素 条 件 下 ， 由 嫩 枝 条 而 来 的 愈 伤 组 织 的 生长 较 好 ， 愈 伤 组 织 的 生长 
率 达 0.23 g/L.d 细胞 干 重 ， 而 在 其 它 种 类 的 培养 基 及 植物 激素 配 比 下 ， 傅 伤 组 织 生长 均 较 差 。 

针 叶 的 愈 伤 组 织 生长 仍 较 差 ， 生 长 率 只 有 0.10 g/L.d， 在 以 后 的 继 代 培 养 中 已 逐渐 死亡 。 因 此 在 以 
后 的 实验 中 ， 我 们 采用 的 试验 材料 均 为 由 红豆 杉 同 枝条 诱导 出 的 愈 伤 组 织 。 在 愈 伤 组 织 的 每 次 继 代 培养 
有 时， 均 挑 选 生长 旺盛 、 羽 松 的 新 鲜 愈 伤 组 织 作为 接种 的 “种 子 % 在 继 代 过 程 中 ， 由 嫩 枝 条 诱导 而 来 的 愈 伤 
组 织 在 前 8 代 左 右 呈 现 出 极 不 稳定 的 生长 状态 ， 在 4 一 7 代 呈 现 出 较 好 的 生长 势头 ， 但 第 8 代 之 后 生长 束 
度 迅速 下 降 (图 1)。 经 过 大 约 10 代 的 不 断 篇 选 ， 愈 伤 组 织 被 驯化 形成 了 生长 及 性 状 均 比较 一 致 并 稳定 的 
无 性 系 。 在 以 后 的 继 代 过 程 中 ， 这 种 愈 伤 组 织 无 性 系 生长 较 快 ， 但 成 团结 块 ， 不 易 分 离 ， 颜 色 较 深 旦 不 均 
一 ， 水 分 含量 较 少 ， 愈 伤 组 织 培养 25 d 左右 ， 其 与 培养 基 的 接触 面 开 始 形成 棕 黑 色 ， 出 现 老 化 现象 。 同 
时 在 继 代 培 养 中 ， 亦 会 有 棕色 色素 分 泌 到 培养 基 中 ， 但 分 泌 的 色素 含量 与 细胞 生长 无 明显 的 相关 性 。 
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愈 伤 组 织 的 生长 周期 

红豆 杉 嫩 枝 条 的 愈 伤 组 织 的 生长 周期 均 为 35 d 左右 (图 2)。 傅 伤 组 织 的 生长 延缓 期 时 间 较 长 ， 约 20d 
左右 ; 第 21~28 d, :进入 生长 的 指数 生长 及 对 数 生 长 周期 ;此 后 进入 稳定 期 。 过 了 稳定 期 之 后 ， 愈 伤 组 
织 很 快 衰老 、 变 黑 死 亡 。 

有 机 添加 物 对 愈 伤 组 织 生长 的 影响 

上 面 已 提 及 ， 培 养 基 中 添加 适宜 浓度 的 有 机 添加 物 可 以 提高 愈 伤 组 织 的 诱导 率 ， 同 样 ， 培 养 基 中 附加 
椰子 汁 (10%)、 水 解 酪 蛋白 (0.1%) 等 有 机 添加 物 也 可 使 红豆 杉 的 愈 伤 组 织 生长 得 更 快 ， 并 且 可 以 使 愈 伤 组 
织 保持 更 长 时 间 的 旺盛 生长 。 其 中 椰子 汁 的 效果 比 水 解 酪 蛋白 的 效果 更 好 ， 愈 伤 组 织 生 长 率 分 别 达到 
0.32 和 0.29g /L.d， 分 别 比 对 照 〈 生 长 率 为 0.25g /L.d) 增加 28% 和 16%。 

红豆 杉 愈 伤 组 织 的 细胞 悬浮 培养 研究 

培养 基 与 愈 伤 组 织 的 相同 ， 但 去 掉 琼脂 。 在 细胞 悬浮 培养 中 ， 培 养 基 颜 色 变 得 较 深 ， 细 胞 成 团结 块 ， 
可 见 新 生 细 胞 较 少 。 用 浮 培养 的 细胞 生长 率 达 0.28g / L.d。 

与 愈 伤 组 织 培养 的 生长 周期 相 比 ， 红 豆 杉 的 细胞 悬浮 培养 的 生长 周期 要 短 些 ， 为 30 d 左右 。 主 要 是 
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ee 
减 短 了 培养 细胞 的 生长 延缓 期 ， 为 10 d 左右 ; 第 15~25 d 进入 细胞 生长 的 指数 生长 及 对 数 生 长 周期 ， 此 
后 进入 稳定 期 。 但 与 愈 伤 组织 生 长 周期 不 同 的 是 ， 过 了 细胞 生长 的 稳定 期 之 后 ， 细 胞 并 不 很 快 死亡 ， 可 一 
直 生 长 到 大 约 45 d 左右 。 
细胞 悬浮 培养 中 激素 的 调节 
在 继 代 培养 的 基本 培养 基 (B5+2.0 mg /L 2,4-D+0.1 mg /AL KT) 中 ， 我 们 对 其 中 的 2，4-D 的 浓度 进 
行 了 试验 ， 结 果 表 明 ， 对 细胞 生长 较 好 的 2，4-D 浓度 在 1.0-3.0 mg /之 间 ， 低 于 或 高 于 此 浓度 范围 ， 
细胞 生长 明显 下 降 。 培 养 细 胞 中 紫杉醇 的 含量 与 2，4-PD 浓度 呈 负 相关 性 ， 即 2，4-D 浓度 越 高 ， 紫 杉 醇 
含量 越 低 ， 反 之 亦 然 。 
另外 ， 在 试验 中 还 发 现 ， 激 素 浓度 低 时 ， 分 泌 到 培养 基 的 色素 较 多 ， 从 深 黄色 至 浅 棕 色 不 等 ;收获 的 
培养 物 睛 色 亦 较 深 。 随 着 激素 浓度 升 高 ， 培 养 基 颜色 转 淡 ， 收 获 的 培养 物 颜 色 亦 较 浅 。 
其 他 培养 因素 对 悬浮 培养 细胞 的 影响 
在 红豆 杉 的 细胞 悬浮 培养 中 ， 还 试验 了 不 同 浓度 芒 糖 、 酪 蛋白 氨基 酸 《CA)、 椰 子 汗 CM》 以 及 一 
些 物理 因素 对 培养 细胞 生长 的 影响 。 培 养 基 中 最 适 的 蔗糖 浓度 可 以 降低 至 20 g/L。 有 机 附加 物 (CA、 
CM) 对 培养 细胞 的 影响 与 愈 伤 组 织 的 试验 结果 相近 ， 具 有 提高 培养 细胞 生长 的 作用 。 培 养 细胞 的 培养 温 
度 降低 至 20C 时 ， 细 胞 的 生长 并 不 降低 。 
培养 细胞 中 紫杉醇 的 含量 测定 
经 HPLC 分 析 结 果 表 明 ， 红 豆 杉 的 愈 伤 组 织 和 大 浮 培 
养 细胞 均 有 合成 紫杉醇 的 能 力 ( 图 3)， 他 们 的 含量 分 别 
0.0026% 和 0.012%( 其 中 在 大 浮 培 养 基 中 的 含量 为 
0.005%， 在 细胞 中 的 含量 为 0.007%)。 紫 杉 醇 在 基 浮 培养 
了 细胞 中 的 含量 要 比 在 愈 伤 组 织 中 的 高 得 多 ， 同 时 也 比 天 然 植 
Ee 物 中 的 高 得 多 。 


: 讨 论 
利用 植物 细胞 培养 方法 来 生产 有 用 的 代谢 产物 的 两 个 关 


键 是 ， 培 养 细胞 的 生长 和 细胞 中 代谢 产物 的 含量 。 目 前 对 红 
豆 杉 细胞 培养 的 研究 较为 深入 ， 对 提高 培养 细胞 的 生长 及 紫 





i 杉 醇 的 含量 的 研究 亦 取得 较 好 的 结果 (Christen 等 , 1991; 
Fett-Neto 等 , 1993)。 对 诱导 红豆 杉 愈 伤 组 织 而 言 ， 可 利用 

图 3 红豆 杉 培养 细胞 中 紫杉醇 的 多 种 培养 基 ， 但 对 愈 伤 组 织 的 培养 ， 维 持 其 正常 生长 来 说 ， 
高 效 液 相 色谱 图 绝 大 多 数 报道 的 均 是 基本 的 或 经 改良 的 B5 培养 基 ， 其 他 培 

Fig.3 The HPLC chromatogram 养 基 对 维持 愈 伤 组 织 的 正常 生长 效果 均 不 是 很 好 (Fett-Neto 
of taxol in the culture cells 等 , 1993; Wickremesinhe 等 , 1993)。 同 样 培养 基 中 添加 适量 
from Taxus chinensis 浓度 的 2，4-DD 或 含 2，4-D 的 激素 组 合 ， 对 培养 细胞 的 生 


长 亦 是 必需 的 。 这 些 在 我 们 的 实验 结果 中 亦 都 观察 到 。 对 于 
提高 培养 细胞 的 生长 速率 ， 附 加 有 机 添加 剂 已 证 明 是 其 中 的 有 效 方法 之 一 (Fett-Neto 等 , 1993, 1994)。 众 
多 的 报道 及 我 们 的 结果 均 证 明 附 加 CA 〈 酷 蛋白 氨基 酸 ) 能 提高 红豆 杉 培养 细胞 的 生长 ， 而 我 们 认为 附加 
CM (椰子 汗 ) 比 CA 更 有 效 。 在 红豆 杉 培养 细胞 继 代 培养 过 程 中 ， 细 胞 会 经 常 分 泌 色 素 或 一 些 酚 类 物质 
到 培养 基 中 去 ， 即 使 频频 继 代 亦 是 如 此 ， 是 造成 红豆 杉 培养 细胞 生长 缓慢 的 主要 原因 之 一 (Wickremesinhe 
等 , 1993)。 但 在 我 们 的 结论 中 ， 虽 然 细胞 亦 分 泌 色 素 ， 但 已 证 明 分 泌 的 色素 量 与 细胞 生长 无 明显 的 相关 
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性 。 

利用 红豆 杉 细胞 培养 方法 ， 目 前 已 从 一 些 红豆 杉 的 培养 细胞 中 分 离 到 紫杉醇， 有 些 培养 细胞 中 紫杉醇 
的 含量 还 要 高 于 原 植物 的 含量 ( 甘 烦 远 等 , 1994)。 我 们 的 报道 亦 证 明 培 养 细胞 中 紫杉醇 的 含量 要 比 原 植物 
中 的 含量 高 得 多 。 尽 管 如 此 ， 由 于 紫杉醇 在 原 植物 中 的 含量 非常 之 低 ( 罗 士 德 等 , 1994)， 因此 要 满足 红豆 
杉 培养 细胞 的 工业 化 生产 要 求 ， 就 目前 培养 细胞 中 紫杉醇 的 含量 来 说 ， 还 是 远 远 不 够 的 。 因此 在 今后 的 试 
验 中 ， 应 以 提高 紫杉醇 的 含量 为 主要 目标 。 改 变 培 养 条 件 、 加 入 合成 前 体 及 进行 生物 转化 、 筛选 高 产 细 胞 
系 等 措施 都 有 可 能 使 紫杉醇 在 细胞 中 的 含量 大 大 提高 。 
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